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(57) Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Gewinnung eines monoklonalen Antikdrpers mit spezifischer 
anti-Human-MIF-Aktivitat. Die Erfindung ist zur Anwendung in der biologischen und humanmedizinischen 
Grundlagenforschung, zur Diagnose von Immunkrankheiten und zur Anwendung in der Immunpraparate 
herstellenden pharmazeutischen Industrie geeiqnet, Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung monoklonaler Antikorper 
gegen das Human Cytokin MIF. Die Aufgabe, b'n hinreichend einfaches und zuverlassig handhabbares Verfahren zur 
Gewinnung von monoklonalen Antikorpern gegen Human-MIF. anzugeben. wurde gelost, indem zunachst Human-MIF 
aus Ovari3lcarcinom isoliert und an a-L-Fucose-Sepharose 4B gekuppelt wurde. Das tragerfixierte MIF Material 
diente zur Immunisierung von Mausen, deren immune Milzzeilen mit Myelomzellen der Linie P3 X63 Ag8.653 nach der 
bekannten Hybridomtechnik fusioniert wurden. Von den erhaltenen Hybridomen wurden nach Ermittlung der 
spezifischen Antikorperproduktion sehlie&lich stabile monok*onale Hybridzellinien selektioniert. 
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Erfindungsanspruch: 

I. Vorfahren iur Gewinnung monoklonaler Antikdrper oeaen Human Mie ™u u;n- m 

d-durch. daB Cytokin MIF, gewonnen aus tumor^d°?tl "V^domtechnik «ek.nnxelch,..t 

4B-Affinitatschfomatografie angereichert wird, so flewon^lsTr^^fnH 8n ^'^"•"'"^-'-Ftikose-Sepharose 
bis .2 Wochen a.ten weib.Schen Be.b/c- Oder aWjSTSSJ rtnZ^tZTl M,F -. M8,eri8 ' * ur ""munis.erung von 6 
Verhaltnis 10: 1 mi: Myelormellen der Linie P3-X63-Ao8 653 fu" ion.-!, !T T * h VP er ' mmu " e " Milzzellen im 
anschlieCender mehrfacher EinzelzeH-KlonieTunger 222E ^aZ^Z^T^" erhd,,ene " Hybridomen mitte.s 
Produktion > 200 ng/ml se.ektioniert warden unS de geb fdTte A ^S^Sl^T*™ ^"^ M,FAn « ik *'P<"- 
Kulturuberstanden oder aus der Aszitecf.ussiokeit X^S^^S^ W 1^ nmnm ' entweder aus de " 
gewonnen wird. te-nuss.gice.t Hybndom-tragender Mause durch Fflllung nach ublichen Methoden 

Hierzu 2 Seiten Abbildungen 
Anwendungsgebiet der Erfindung 

Die Erzeugung von monoklonalen Antikorpern gegen Human-MIF ist von hntr&rhtti^ D ^ 
AnatvtikalsauchfurdieDiagnosevonlmmunkrankheit^ 

humanmedizinisohen Forschung und nachgelagert in der ImmumhArlo; Anwe " d ""9sgeb.et der Erf indung liegt also in der 
pharmazeutischen lnrfuc:da. ™cngeiagert .n der Immuntherapie sowie in der Immunpraparate herstellenden 

Charakteristik der bakannten technischen Ldaungon 

DerMakrophagen-wanderungshemmendeFaktorkonnte2 R in Knit. rr,K~~t« ^ 

P,«. „.,„. Ac.d. Sci. USA, » 0 72. 19M ; P^«T:S " tain » £S ^"PhoW.n ID..W. J.H.. 
8. 515. 19781. im M»„».,.„,m „, c „ r.loronindtition (M.T., G D JT^ i • ,1. ' w z «"' , « h « •> •"• i Ao.nM and Action, 
»"dAction,8.51S. 19781 ^dimta!!..!^^ 

785. 1981 : W.ZKhie^hMi. .1.: Act. " oi 24 5 19M* °"»"»™~«'<l.r> (F.»lbu.ch. B, .t. .u Act. biol. m.d. g.rm. 40. 

Bekannt >st weiterhin die sogenannte Hybridomtechnik (Kdhler, G. et. al • Nature 256 4«K 1 07c c , , 

M.lstem, C. et. al.: Nature 266. 550. 1977) mitderes B rstm»l«> m «„ ;Tk r<8,ure '< 56 ' "95. 1975; Eur. J. Immunol. 6. 511. 1976; 
Proteinantigene. (Luben. R. A. et. a... J. Ct ^^tV^'m^Tn"' 0n8 '° Antikorper gegen zel.ulare und 

ein schwaches Antigen ist. herzustellen. d.h. Zt koVper die n! ,'^'^AT°T Ma ^ i> ' iaTmd9n «*«*>'.*»rw..MIF 

affinitatschromatografisch angereichert wnriW".^ °' n8 ""-^ose-Sepharose-Saule 

Ziel der Erflndung 

Die Erfindung bezweckt. monok.ona.e Antikfirper gegen das Human-Cytokin MIF berei„us,e..en 
Dnrlegung des Wetens der Erfindung 

»cr«fHS^ — 

affinitatschromatografisch angereichert wird wb^ZnTk ? ' Ch "L^oseSepharose 4B 

~. i v^^t^.***^- ° Vw" , ^ ,cnon w ,r Q# wooeizum Nachweisder M F-AktMtAtrtnr a««,^„~« « ^ 

et.al. (Acta biol. med. germ. 33 (1979), eingesetzt wird "wwiir AKiivitat tier Agarosetropfcn-Test nach B. Fahtbusch 

Verabreichung von 0.2m. MIF-FucoJ!^^^ 

wird aus den hyperimmunen Mi.zen der MiS^SS^^^^!^ 5 Ta ° 8 n8Ch dor le « 8n Verabrelchung 
MllznlUn und Myelomzellen (P3-X63.Ag8.653) T. ate SttX »f ^ Pro P° rtion 10: 1 'mmune 

MiU«..enund10'Mye.omze..en .u».mmen in proS^ vorzugsweise 10* Immune 

0^a.ch.n.undd..Z.II^^ 

e^ern^r.^^ 

Hybrldomo genannt. die die Ant.korper-S^nthe.e^ Mi,ael,8n und d8 " My lom»...„. 
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Oie Hybridom-Zelluberstdnde werden 3 bis 5 Wochen nach der Fusion auf Antikdrperproduktion getestet, und zwar durch einen 
unspezifischen RIA und einen anschlie&enden Antigen-spezifischen RIA. 

Von durch diese Tests ausgewahlten Hybridomon mit hinreichend starker MIF-Antikdrperproduktion werden durch mehrfache 
Einzelzelt-Klonierungen sodann stabile monoklonate Hybridzellinien selektioniert. 

Auf diese Weise ist insbesondere die stabile, mehrfach klonierte Hybridomlinie 29/24 B 11 erhalten worden. die den 
erfindungsgema&en neuert Antikdrper, den monoklonalen MIF-Antikdrper, permanent in oiner Menge > 200ng/mt in der 
Zellkuttur synthetisiert. 

Die weitere Aufarbeitung des neuen MIF-Antik6rpers erfolgt auf an sich bekenntj Weise entweder aus den Kulturuberstanden 
der stabilen monoklonalen Hybridzellinien oder aus der Aszitesfluss'Qkeit von Mfiusen, denen Hybridome der mehrfach 
klonierten monoklonalen ZeMinien, vorzugsweise der Hybridomlinie 29/24 811, inokuliert worden sind, durch Fellung, 
vorzugsweise durch Fallung mit 50%igem Ammmoniumsulfat. 

Erfolgt die Aufarbeitung aus dem Aszites von Hybridom-tragenden Mfiusen, so sind hier weibliche thymuslose AB/Jona-Mfiuse 
(nu/nu) dann einzusetzen, we in fur die voranstehende Milzzellpraparation weibliche AB/Jena-Mduse herangezogen worden 
sind. 

Ergdnzend zu den genannten Radioimmuntests ist der erhaltene monoklonale Antikdrper mit Hilfeeines 
affinitfitschromatografischen Verfahrens auf seine anti-MIF-Aktivitat prufbar, indem der Antikdrper an BrCN-Sepharose 4B 
gekuppelt und anschlieBend das Antigen MIF uber die Sfiulo geschickt wird. Der Antikdrper bindet das MIF-Antigen. Dutch 
Zugabe von 0,1 M Essigsaure ist das Antigen wieder abfdsbar und seine biofogische Aktivitat im Migrationshemmiest 
(Agarosetropfentest) nachweisbar. 
(Siehe Anlage). 

Der verfahrensgemaG hergestellte monoklonale Antikdrper gegen Anlage zu Seite 4 der Erfindungsbeschreibung 
Es wurde weiterh in der Nachweis gef uhrt, daft der anti-MIF-Eff ekt der Hybridomlinie 29/24B 1 1 tatsfichlich auf ein synthetisiertes 
Immunglobulin zurOckzufuhren ist. Dazu wurde die Hybridomlinie 29/24B1 1 fur 24 Stunden in Gegenwart von 5 bis 10/xCi/ml 
L- ,4 C-Leucin (spezifische Aktivitflt 240mC/mM) in serumfreiem Medium (ohne Leucin) inkubiert. Der daraus resultierende 
Hybric.omuberstand wurde mittels Polyecrylamid-SDS-Elektrophorese unter reduzierenden Bedingungen untersucht. Es waren 
2 radicaktive Peaks nachweisbar. Der erste mit einem Molckulargewicht von 28000 entspricht der leichten Kette und der zweite 
mit einem Molekulargewtcht von 60000 entspricht der schworen Kette eines biosynthetisch markierten y-Globulins (vergleiche 
Abbildung 3). 



Abb. 3 
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Human-MIF ist elnseubar sowohl als Reageni in der Cytokln-Analytik (Nachweis und Gewlnnung von MIF aus biologischen 
FIGssigkelten, Abtrennung des MIF von anderen Cytoklnen) als auch als Oiagnostikum von Immunkrankhelten des Munschen. ' 
Das erfindungcgemABe Verfahren zur Herstellung besitzt die Vortelle, 

— monoklonale Antikdrper gegen das schwache Antigen Human-MIF berelUustailon, 

— einen monoklonalen Antikdrper zu llefern, der speziflsch nur mit MIF reagiert (kelne Kreuzreaktlon mit anderen Cytoklnen), \ 

— einen MIF-Antlkorper In unbegrenzter Menge und oinheltllcher Qualitat zur VerfQgung zu stellen. 



-3- 507 41 



Ausfuhrungsbdtspi*l 

1. Antlgenprftparation 

Ein Makrophagen-wenderungshemmender Faktor wurde aus dem Aszites einer Ovarialcarzinompatientin (Stadium IV der 
Krankheit, unbehandelt); in folgendtir Weise angereichert: 1 mi zellfreier Ascites ( = OC5) wird auf eine a-L-Fukose-Sepharose 
4B-Sdule (10cm x 0,5cm) aufgetrageiv 

Das erste Eluat (nichtgebundener Ante il) weist koine MIF-Aktivitet mehr auf. (Abb. 1 ) 
Diese kann nach Etuiorung mit 0.5 M o-L-Fukose wieder von der Sfiule abgeldst werden. 

Die MIF-Aktivitfit wurde mit dem Ayarosetropfentest nach Fahlbusch, B. et. al. (Acta. bio', med. germ. 38, 1453, 1979) 
nachgewiesen. 

Um die Antigenic des Faktors zu erhdhen, wurde unmittelbar die MIF-gebundene Sepharose zur intraperitionealen Applikation 
von Mdusen verwendet. 

2. Immunlslerung und Zetrfuslon 

a) MMizellprSparation fur die Fusionierung 

8 Wochen alte weibliche AB/Jene-MSuse (institutseigene SPF-Zucht) erhielten an den Tagen 0,7,14,21 und 63 je 0,2 ml 
Suspension von MIF-Fucose-Sepharose (A 500 E MIF, d. h. bis zu einer VerdOnnung von 1 :500 1st eine signifikante 
Wanderungshemmung noch nachweisbar) In Phosphat-gepufferter Kochsalzl6sung (PBS) intraperitoneal. 4 Tage nach der 
letzten Injektion wurden die Milzen entnommen und eine Milzzellsuspension hergestellt. Die Milzzellen wurden in 
proteinfreiem Medium (RPMI 1640 mit 20 mM HEPES-Puffer, pH7,2) gewaschen. 

b) Bereitstellung vun Myelomzellen fur die Fusionierung 

Fur die Fusionierung wurde die permanent in vitro wachsende Batb/c P3-X63-Ag8.653 Myelomzellinie, die von der MOPC-21 

Linie abstammt und an Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase (HPRTE. 2.2.4.2.8) defizient ist, eingesetzt. 

Die Myelomzellinie ist ferner dadurch charaktorisiert, daG sie keine eigene Immunglobulinsynthose mehr besitzt und ihr 

Wachstum durch Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidtn-Selektivmedium (HAT-Medium) gehemmt wird. Die Zellen werden in 

RPM1 1640 Kulturmedium, das 10%foetales KSiberserum (FKS) enthfilt, kultiviert. 

Vor der Zell'usion wurden die Myelomzellen einmal in serumfreiem Medium gewaschen. 

c) Zellfusionierung 

10 s Milzzellen wurden mit 10 7 Myelomzellen in Gegenwart von 50% PolySthylenglykol (PEG) 1550 fusloniert, wie von 
Galfre, G. et. al.. Nature 266, 550, 1977, beschrieben. 

Durch HAT-Selektion nach Littlefield, J. W., Science 145, 709, 1964, wurden Hybridome gewonnen, deren 
Zellkulturuoerst&nde 3 bis 5 Wochen nach der Zellfusion auf Antikorperproduktion getestet wurden. 

d) Nachweismethoden der Antikdrperproduktion 

Mit einem unspezifischen Radioimmuntest (RIA) wurde die Immunglobulinsynthese erf a St, und die Klone mit einer Synthese- 
Leistung von mehr als 20ng/ml wurden auf anti-MlF-Antikdrperproduktion geprOft, 
Da/u dienten folgende Teste: 

a) spezifische RIA 

MIF-beschichtete PVC-Folien wuder mit Hybridomuberstanden inkubiert. Das gebundene Mause-gammaglobulin 
(adtiyonspazifisch) wurdo mit Hi!fo von 126 J-markicrtem anti-MSuse-gammaglobulin nachgf»wies«n. 

b) spbzifischer Nachweis von anti-MIF-Aktivitflt im biologischen Test 

Zur Anroichorung von Gammaglobulin aus Hybridomuberstanden wurden di*»se an anti-Ma* use-gammaglobulin beschichtete 

Folion gekuppelt. Danach wurde angereichortes MIF-Material zugegeben. 
Boi Anwesenheit eines anti-MlF-Antikdrpers wird die MIF-Aktivitfit vdllig oder teitweise neutralisiert, wie im Agarosetropfentest 
nachgewiesen wurde. Bei negativen Proben behalt die MIF-Probe ihre voile Aktivitflt. Auf diese Weise wurden onti-MIF- 
produzierende Klone mit einer Syntheseteistung von mehr ats 200ng/ml selektioniert. 

Nach dieser Ermittlung von anti-MIF-synthetisierenden Hybridomen wurden durch mehrfache Subklonierungen monoklonale 

\ :: .\. Mzn 

Aus dem so durchgefuhrten Fusionsexperiment wurden einlge anti-MIF-produzierende Hybridzellinien, darunter Klon 29/24B1 1 
und Abkdmmlinge, erhatten. 

Die stabile, mehrfach klonierte Hybridomtinie 29/24B1 1 synthetisiert den Antikdrper permanent in der Zellkultur. Sie vermehrt 
sich auch in nackten thymuslosen (nu/nu) Mdusen. Der Antik6rper konnte nach 3 bis 5 Wochen aus dem Serum oder der 
Aszitesflussigkeit gewonnen werden. 

Der monoklonale Antikdrper wurdo zusatzlich auf folgende Weise auf seine anti-MIF-Aktivitat gepruft: 

Dor aus Kulturflussigkeit, Aszites bzw. Serum tumortragender Mduse isolierte monoklonale Antikdrper sowie entsprechende 
Kontrollen (Kulturuberstand der Myelomzellinie bzw. Kontrollaszites tumorfreier Mduse) wurden an BrCN-Sepharose 4B 
gekuppelt. 

Die gekuppelten Gele wurden in kleine Saulen (10cm x 0,5cm) geff:llt und mit PBS bzw. Glycin/HCI-Puffer, pH 2,8, im Wechse! 
gewaschen. Auschlie&end wurden je 1 ml zellfreier Aszites einer Cvarialcarcinompatientin (OC5) auf die Saule aufgetragen und 
mit PlS, pH 7,2, solange gewaschen bis die EXtinktion beT280nm null bet r ag t. Das erste Eluat (nichtgebundener Anteil) wird in 
Verdunnungen von 1 :20, 1 :40 und 1 :80 im MIF-Agarosetropfentest eingesetzt. 

Das gebundene Antigen (MIF) wird mit 0,1 M Essigsaure durch Spulen der Saule abgelttst (2. Eluat). Dieses Eluat wurde gegen 
PBS dialysiert und bel einer VerdOnnung von 1:40 ebenfalls im biologischen MIF-Test untersucht. (Abb. 2). 
Legende zu den Abbildungen 1 und 2 

Abb. 1 Affinltfitschromatografie von 1 ml Ovariattumoraszites an -L-Fucose-Sepharose 6B Waschen der Sfiule mit PBS, pH 7,4 

(Fraktion I und II) und Elution mit 0,5M -l-Fucose In PBS, pH 7,4 (Fraktion III). 

a) 1:10b) 1:60c) 1:100d) 1:200 e) 1:400 0 1:800 
Abb. 2 Nachweis der Blndung von MIF durch elnen monoktonalen Antikdrper aus Aszites (A) oder durch Immunglobulin aus 

Kontrollaszites (B), die an BrCN-Sepharose 4B gekuppelt wurden. 

C - Wanderungshemmwertdesaufgetragenen MIF-Matorlals. 
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